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　 　 摘要:　 为阐明静宁鸡 ＰＰＡＲα 基因的结构及功能ꎬ根据 ＮＣＢＩ 上登录的原鸡 ＰＰＡＲα 基因的 ＣＤＳ 序列设计引物ꎬ
以静宁鸡肾脏为材料采用 ＰＣＲ 的方法ꎬ对目的基因进行克隆ꎬ并测序ꎮ 根据测序的结果ꎬ采用各类分析软件ꎬ对所获

得的 ＤＮＡ 片段进行生物信息学分析ꎮ 结果成功克隆了静宁鸡 ＰＰＡＲα 基因的全长 ＣＤＳ 序列ꎮ 生物信息学分析结果

表明ꎬ该基因 ＣＤＳ 全长１ ４０７ ｂｐꎬ所编码的蛋白质包含 ４６８ 个氨基酸ꎮ 其分子量为５２ ３００ꎬ等电点为 ５􀆰 ８５ꎮ 在二级和三

级结构上ꎬα￣螺旋和无规则卷曲为蛋白的主要结构形式ꎮ ＰＰＡＲα 蛋白是一个亲水性蛋白质ꎬ不存在跨膜区域ꎬ不含信

号肽ꎬ没有 Ｎ￣糖基化位点ꎬ但存在 １６ 个 Ｏ￣糖基化位点ꎬ存在 ２５ 个丝氨酸 (Ｓｅｒ) 磷酸化位点、１２ 个苏氨酸(Ｔｈｒ)磷酸

化位点和 ６ 个酪氨酸(Ｔｙｒ)磷酸化位点ꎮ 静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白在第 １００~１６８ 个氨基酸之间有 １ 个 ＺｎＦ＿Ｃ４ 结构域ꎬ在
第 ２６４~４４９ 个氨基酸之间有 １ 个 ＨＯＬＩ 结构域ꎮ 同源性分析结果表明ꎬ静宁鸡 ＰＰＡＲα 基因与原鸡的亲缘关系最近ꎮ
静宁鸡 ＰＰＡＲα 基因的成功克隆和功能预测为进一步研究 ＰＰＡＲα 基因在静宁鸡脂肪代谢中的作用提供了基础ꎮ
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Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ ＰＰＡＲα ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄꎬ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙ. Ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＰＰＡＲαꎬ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ Ｊｉｎｇｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎꎬ ａｎｄ ＰＣＲ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｏｂ￣
ｔａｉｎｅｄ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＰＡＲα ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓ￣
ｆｕｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＣＤＳ ｏｆ ＰＰＡＲα ｗａｓ １ ４０７ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎ￣
ｔａｉｎｅｄ ４６８ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ５２ ３００ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｗａｓ ５􀆰 ８５. Ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
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ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｉｘｔｅｅｎ Ｏ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎬ ｔｗｅｎｔｙ￣ｆｉｖｅ Ｓｅｒ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎬ ｔｗｅｌｖｅ Ｔｈｒ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ
ｓｉｘ Ｔｙｒ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ. ＰＰＡＲα ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｏｎｔａｉｎ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ Ｎ￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ.
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　 　 过氧化物酶体增殖剂激活受体(Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＰＰＡＲｓ)在 １９９０ 年被英国

科学家 Ｉｓｓｅｍａｎ 和 Ｇｒｅｅｎ 首先发现[１]ꎮ 它是一种新型

的固醇类激素受体和配体依赖的核转录因子ꎬ属于核

受体第一亚家族 Ｃ 群(ＮＲ１Ｃ) [２]ꎮ ＰＰＡＲｓ 是一个由 ３
种核受体组成的家族ꎬ目前已知有 ３ 种亚型:ＰＰＡＲα、
ＰＰＡＲγ、ＰＰＡＲβꎮ 这 ３ 种亚型由不同的基因编码ꎬ在
组织中的表达和功能也不同[３￣４]ꎮ ＰＰＡＲｓ 基因在心

脏ꎬ脂肪组织ꎬ脑ꎬ肠ꎬ肌肉ꎬ脾脏ꎬ肺脏ꎬ肾上腺和大鼠

脊髓中普遍存在ꎮ ＰＰＡＲｓ 基因可被长链脂肪酸激活ꎬ
广泛存在于体内脂肪代谢旺盛的组织中ꎮ

近年来ꎬ国内外学者对畜禽 ＰＰＡＲｓ 进行了深入

研究ꎬ如 Ｓｕｎｄｖｏｌｄ 等[５] 对猪 １０ 种组织 ＰＰＡＲｓ 的

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬＰＰＡＲα 较高表达于肝脏和

肾脏ꎬ中等程度表达于心肌、骨骼肌和小肠ꎮ Ｄｉｏｔ
等[６]对鸡 ９ 种组织进行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ结果显

示鸡 ＰＰＡＲα ｍＲＮＡ 在肝脏、心脏和肾脏中高表达ꎬ
在尾脂腺也有较高的表达ꎮ 孟和等[７] 的研究结果

表明ꎬＰＰＡＲα ｍＲＮＡ 只在鸡心脏、肝脏、肾脏和胃这

４ 种组织中表达ꎬ在肝脏杂交信号最强ꎮ 田亚东

等[８]的研究结果表明ꎬＰＰＡＲα 基因影响鸡体脂肪代

谢ꎮ 孟和等[９] 的研究结果表明ꎬＰＰＡＲα 基因已在

ＡＡ 肉鸡中检测到单碱基突变位点ꎬ在 ３ 种中国地

方品种中也检测到ꎬ如石岐杂鸡、北京油鸡和白耳

鸡ꎮ 该突变位点显著影响鸡群的腹脂质量和胴体性

状ꎬ推测该基因是影响鸡体脂肪代谢的主效基因或

与控制该性状的主效基因连锁ꎬ因此ꎬ它可作为鸡脂

肪性状的标记辅助选择的分子标记[９]ꎬ该研究结果

与田亚东等[８]所得结果相似ꎮ
静宁鸡主产区分布在甘肃省静宁县和宁夏回族

自治区固原市ꎬ甘肃省庄浪、通渭、华亭、秦安和会

宁ꎬ宁夏回族自治区隆德、泾源和西吉等也有分布ꎬ
静宁鸡以静宁县的鸡源多和品质好而得名ꎮ 静宁鸡

以低脂肪、高蛋白、肉质鲜嫩、鸡汁鲜美而闻名[１０]ꎮ
由于在实际生产中ꎬ静宁鸡生长速度较缓ꎬ在一定程

度上影响了该品种的开发利用ꎬ以致静宁鸡日趋减

少且表现出混杂退化的趋势ꎮ 随着人们消费水平的

提高ꎬ对低脂肪高蛋白质肉质的需求也逐渐提升ꎮ
目前ꎬＰＰＡＲα 的研究主要集中在啮齿动物和人体

上ꎬ并且在家禽中也有 ＰＰＡＲα 的报道ꎬ但是没有关

于静宁鸡 ＰＰＡＲα 的报道ꎮ 因此ꎬ本研究以静宁鸡为

研究对象ꎬ利用 ＰＣＲ 获得 ＰＰＡＲα 基因序列ꎬ然后利

用生物信息学手段对该基因的结构及功能进行分析

和预测ꎬ以期为进一步研究静宁鸡脂质代谢中

ＰＰＡＲα 的调控作用提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验动物

６ 月龄静宁鸡购于静宁绿洲生态农业科技发展

有限公司ꎮ
１.２　 试剂

Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍ￣ＭＬＶ(ＲＮａｓｅ Ｈ￣) 等反

转录相关试剂、ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ 等 ＰＣＲ 反应相关试

剂、ｐＭＤ１８￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 均购自宝生物工程(大连)有限

公司ꎬＴｒｉｚｏｌ 购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司ꎬ
氨苄青霉素购自北京索莱宝科技有限公司ꎬＡｘｙｅｎ
胶回收试剂盒购自 Ａｘｙｅｎ 公司ꎬＢＬ２ 感受态细胞购

于上海碧云天生物技术有限公司ꎬ质粒小量提取试

剂盒购自生工生物工程(上海)股份有限公司ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 组织总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 合成　 利用 Ｔｒ￣
ｉｚｏｌ 法提取静宁鸡肾脏的总 ＲＮＡꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 溶解总

ＲＮＡꎬ－８０ ℃ 保存备用ꎻ参考 ＲＴａｓｅ Ｍ￣ＭＬＶ(ＲＮａｓｅ
Ｈ￣)反转录操作步骤合成 ｃＤＮＡꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ
１.３.２ 　 引物的设计及 ＰＰＡＲα 基因的克隆 　 根据

ＮＣＢＩ 公布的原鸡的 ＰＰＡＲα 基因的 ＣＤＳ 序列(ＮＭ＿
００１００１４６４)ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件进行引物设计ꎮ 所

设计的引物序列为:ＰＰＡＲα￣Ｆ:５′￣ＡＧＴＧＡＣＣＧＣＴＣ￣
ＴＡＣＴＴＧＡＣＣＡＡ￣３′ꎻ ＰＰＡＲα￣Ｒ: ５ ′￣ＣＴＣＣＧＡＡＣ￣
ＣＧＡＧＴＧＡＡＣＡＧＣ￣３ ′ꎬ引物由宝生物工程(大连)有
限公司合成ꎮ

以合成的 ｃＤＮＡ 第一链为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ
反应体系为: ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ (５ Ｕ / μｌ) ０􀆰 ５ μｌꎬ１０×Ｅｘ
Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ (ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ) (２０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２􀆰 ５ μｌꎬｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ (２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２􀆰 ０ μｌꎬ引物 ＰＰＡＲα￣Ｆ (１０
μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μｌꎬ引物 ＰＰＡＲα￣Ｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ５ μｌꎬ
ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌꎬ添加灭菌水至 ２５􀆰 ０ μｌꎮ 扩增反应程序

为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９５ ℃变性 ３ ｍｉｎꎬ６２􀆰 ３ ℃退火

４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ８０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ最后在 ７２ ℃条件下

进行 １０ ｍｉｎ 的延伸ꎬ４ ℃保存ꎮ 扩增产物经过 １􀆰 ２％
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琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ切胶回收目的片段ꎮ 与

ｐＭＤ１８￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 载体 １６ ℃恒温连接 ０􀆰 ５ ｈ 后ꎬ利用热

激法转 ＢＬ２ 感受态细胞ꎬ挑出阳性克隆进行培养ꎬ然
后提取质粒进行 ＰＣＲ 验证ꎬ并将质粒送至宝生物工

程(大连)有限公司进行测序ꎮ 测序结果用 ＤＮＡＳｔａｒ、
ＭｅｇＡｌｉｇｎ 和 Ｅｄｉｔｓｅｑ 软件比对和拼接获得静宁鸡

ＰＰＡＲα 基因 ＣＤＳ 序列ꎮ
１.３.３　 ＰＰＡＲα 基因的生物信息学分析　 采用在线

软件 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔ￣
ｐａｒａｍ. ｈｔｍｌ) 预测 ＰＰＡＲα 蛋白的理化性质ꎬ采用

Ｐｒｏｔｓｃａｌ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒ￣ｏｔｓｃａｌｅ. ｈｔ￣
ｍｌ)预测 ＰＰＡＲα 蛋白的疏水性ꎬ采用 ＳｉｇｎａｌＰ４.１(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 预 测

ＰＰＡＲα 蛋白的信号肽ꎬ采用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １. ０ Ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＮＧｌｙｃ / ) 预测

ＰＰＡＲα 蛋白的 Ｎ￣糖基化位点ꎬ采用 ＮｅｔＯＧｌｙｃ ４. ０
Ｓｅｒｖｅｒ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＯＧｌｙｃ / )
预测 ＰＰＡＲα 蛋白的 Ｏ￣糖基化位点ꎬ采用 ＮｅｔＰｈｏｓ￣
３􀆰 １ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ￣３.１ / )
预测 ＰＰＡＲα 蛋白的磷酸化位点ꎬ采用 ＴＭｐｒｅｄ (ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｃｈ.ｅｍｂｎｅｔ.ｏｒｇ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＴＭＰＲＥＤ￣ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ) 预

测 ＰＰＡＲα 蛋白的跨膜结构ꎬ采用 ＰＳＯＲＴ ＩＩ Ｐｒｅｄｉｃ￣
ｔｉｏｎ (ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ) 预测 ＰＰＡＲα
蛋白的亚细胞定位ꎬ采用 ＡＰＳＳＰ２ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣
ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ. ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ /
ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４.ｈｔｍｌ)预测 ＰＰＡＲα 蛋白二级结构ꎬ
采 用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. Ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )预测 ＰＰＡＲα 蛋白三级结构ꎬ采用 ＨＭＭＥＲ(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ / ｈｍｍｅｒ / ｓｅａｒｃｈ / ｊａｃｋｈｍ￣
ｍｅｒ) 预测 ＰＰＡＲα 蛋白保守结构ꎬ采用 ＮＣＢＩ 中

ＢＬＡＳＴ 进行 ＰＰＡＲα 蛋白同源性分析ꎬ最后ꎬ通过

ＣＬＵＳＴＡＬＸ 对 ＰＰＡＲα 氨基酸序列进行比对ꎬ然后采

用 ＭＥＧＡ ５.１０ 软件基于 ＮＪ (Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ) 法构

建 ＰＰＡＲα 蛋白的系统进化树ꎬ距离校正使用泊松

模型ꎬ计算时将空位完全删除ꎬ自举分析通过１ ０００
次循环实现ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 静宁鸡 ＰＰＡＲα基因的克隆

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法对静宁鸡肾脏的总 ＲＮＡ 进行提

取ꎬ并进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 结果表明ꎬ总

ＲＮＡ 条带清晰ꎬ无拖尾ꎬ整体质量较高ꎬ符合基因克

隆的要求ꎮ 目的基因的 ＰＣＲ 扩增产物进行琼脂糖

凝胶电泳检测ꎬ结果显示ꎬ在１ ５００ ｂｐ 左右有明亮的

条带ꎬ如图 １ 所示ꎮ 分析测序结果表明 ＰＰＡＲα 基因

ＣＤＳ 区的 ２４ ｂｐ 处是起始密码子 ＡＴＧꎬ１ ４３０ ｂｐ 处

是终止密码子 ＴＡＡꎮ 该序列 ＢＬＡＳＴ 的结果显示目

的片段与 ＮＣＢＩ 上登录的原鸡 ＰＰＡＲα 基因的 ＣＤＳ
序列 ( ＮＭ ＿ ００１００１４６４) ９９％ 相同ꎬ 说明静宁鸡

ＰＰＡＲα 基因已被成功克隆出来ꎮ

Ｍ:１ ｋｂ ｐｌｕｓ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ泳道 １:ＰＰＡＲα 基因 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 静宁鸡 ＰＰＡＲα基因 ＰＣＲ 扩增产物检测结果

Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰＡＲα ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄ￣
ｕｃｔｓ ｉｎ Ｊｉｎｇｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ ｂｙ ＰＣＲ

２.２　 静宁鸡 ＰＰＡＲα蛋白的生物信息学分析

２.２.１　 ＰＰＡＲα 蛋白的氨基酸序列及理化性质分析

　 通过在线软件 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 分析 ＰＰＡＲα 蛋白的理

化性质ꎬ结果表明ꎬＰＰＡＲα 的 ＣＤＳ 区包含 １ ４０７ 个

核苷酸ꎬ编码 ４６８ 个氨基酸ꎬ氨基酸组成见图 ２ꎬ分
子量为５２ ３００ꎬ理论等电点为 ５􀆰 ８５ꎬ含强酸性氨基

(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ) ６１ 个ꎬ强碱性氨基酸(Ａｒｇ ＋Ｌｙｓ) ５２ 个ꎬ
ＰＰＡＲα 蛋白的分子式为 Ｃ２ ３０１Ｈ３ ６６１Ｎ６２５Ｏ６９８Ｓ３２ꎬ组成

的原子总数为７ ３１７个ꎮ 预测该蛋白质不稳定系数

为 ４４􀆰 ２０ꎬ表明该蛋白质为一个不稳定蛋白质ꎮ 在

哺乳动物细胞中的半衰期为 ３０ ｈꎬ在酵母中的半衰

期大于 ２０ ｈꎬ在细菌中的半衰期大于 １０ ｈꎮ
２.２.２　 静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白的疏水性和跨膜结构域

分析　 利用在线软件 Ｐｒｏｔｓｃａｌ 预测静宁鸡 ＰＰＡＲα
蛋白氨基酸序列的亲水性 /疏水性ꎬ结果如图 ３ 所

示ꎬ第 ３８１ 位赖氨酸(Ｌｙｓ)疏水性最强 (＋３.１５６)ꎬ第
１５０ 位的丙氨酸(Ａｌａ)亲水性最强(－３.０７８)ꎬＺ 值为
－０. ２２５ꎬ表明 ＰＰＡＲα 蛋白为亲水性蛋白质ꎮ 使用

ＴＭｐｒｅｄ 跨膜结构预测服务器对 ＰＰＡＲα 蛋白的氨基

酸序列进行预测ꎬ结果发现ꎬＰＰＡＲα 蛋白不存在跨

膜区域ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ
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图 ２　 静宁鸡 ＰＰＡＲα基因碱基序列及对应的氨基酸序列

Ｆｉｇ.２　 Ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｎｉｍｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰＰＡＲα ｇｅｎｅ ｉｎ Ｊｉｎｇｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ

图 ３　 静宁鸡 ＰＰＡＲα蛋白疏水性分析

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＰＡＲα ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｊｉｎｇｎ￣
ｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ

２.２.３　 静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白的信号肽和糖基化位点

分析　 采用在线软件 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ 进行信号肽

预测ꎬ结果显示ꎬＰＰＡＲα 蛋白不包含信号肽ꎮ 使用

ＮｅｔＮＧｌｙｃ１.０ Ｓｅｒｖｅｒ 和 ＮｅｔＯＧｌｙｃ ４.０ Ｓｅｒｖｅｒ 分别预测

ＰＰＡＲα 蛋白 Ｎ￣糖基化位点和 Ｏ￣糖基化位点ꎬ结果

发现 ＰＰＡＲα 蛋白没有 Ｎ￣糖基化位点ꎬ但是在 ５６、
６６、６９、７１、７３、７５、７７、７９、８０、８５、８９、９３、９５、１６７、１７９、
２３３ 处发现了 Ｏ￣糖基化位点ꎮ
２.２.４　 静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白磷酸化位点分析　 利用

在线软件 ＮｅｔＰｈｏｓ￣３.１ Ｓｅｒｖｅｒ 预测 ＰＰＡＲα 蛋白磷酸

化位点ꎬ结果显示ꎬ有 ２５ 个丝氨酸(Ｓｅｒ) 磷酸化位

点ꎬ分别在 ２１、２４、３８、４０、４５、５０、５６、６３、６６、７３、７６、
７７、７９、８０、８９、９３、９５、１１０、１６３、１７９、１９８、２９３、３２３、
３４６ 和 ４５２ 位ꎻ有 １２ 个苏氨酸(Ｔｈｒ)磷酸化位点ꎬ分
别在 １２、７１、１２９、２４６、２５３、２７９、２８３、２８５、２８８、３０７、
４３８ 和 ４５０ 位ꎻ有 ６ 个酪氨酸(Ｔｙｒ)磷酸化位点ꎬ分
别在 ９、１９４、２１４、３１４、４６４ 和 ４６８ 位ꎬ结果如图 ５ 所

示ꎮ
２.２.５　 静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白的亚细胞定位预测　 利

用 ＰｓｏｒｔＩＩＰｒｏｔｅｉｎ Ｓｏｒｔｉｎｇ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 软件对静宁鸡
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图 ４　 静宁鸡 ＰＰＡＲα蛋白跨膜结构预测

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＡＲα ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｉｎ Ｊｉｎｇｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ

图 ５　 静宁鸡 ＰＰＡＲα蛋白磷酸化位点预测

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＡＲα ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ Ｊｉｎｇｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ

ＰＰＡＲα 蛋白进行亚细胞定位预测ꎬ结果显示ꎬ静宁

鸡 ＰＰＡＲα 蛋白主要定位于细胞质(４７􀆰 ８％)ꎬ其他

定位于细胞核(２６􀆰 １％)、线粒体(１７􀆰 ４％)、内质网

(４􀆰 ３％)和高尔基体 ( ４􀆰 ３％)ꎮ 由此预测静宁鸡

ＰＰＡＲα 蛋白可能为胞质蛋白ꎮ
２.２.６　 静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白保守结构域预测　 利用

在线软件 ＨＭＭＥＲ 预测ꎬ结果发现静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋

白在第 １００~ １６８ 个氨基酸之间有 １ 个核激素受体

中的 Ｃ４ 锌指结构(ＺｎＦ＿Ｃ４ 结构域)ꎬ在第 ２６４~ ４４９
个氨基酸之间有 １ 个核激素受体配体结合结构域

(ＨＯＬＩ 结构域)ꎮ
２.２.７　 静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白二级结构预测　 使用在

线软件 ＮＰＳＡ 对静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白二级结构进行

分析ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬ１７６ 个氨基酸参与 α￣螺旋ꎬ
占比为 ３７􀆰 ６１％ꎻ８３ 个氨基酸参与 β￣折叠ꎬ占比为

１７􀆰 ７４％ꎻ２０９ 个氨基酸参与无规则卷曲ꎬ占比为

４４􀆰 ６６％ꎮ 由此说明ꎬ在静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白二级结

构中ꎬα￣螺旋和无规则卷曲是主要的结构形式ꎮ
２.２.８　 静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白的三级结构预测　 利用

在线软件 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 的自动建模功能ꎬ对静宁

鸡 ＰＰＡＲα 蛋白三级结构进行预测ꎬ三维模型如图 ７
所示ꎮ 用于建立该模型的氨基酸残基范围为１０１~
４１９ 位ꎬ该模型以 ３ｅ００.１.Ｂ (Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ) 蛋白为模板ꎬ序列同源性

为 ６４􀆰 ３９％ꎮ 应用 ＮＣＢＩ 网站中 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ
ｓｅａｒｃｈ 工具分析ꎬ证明 ＰＰＡＲα 蛋白是过氧化物酶体

增殖剂激活受体ꎮ
２.２.９　 静宁鸡 ＰＰＡＲα 多序列比对分析及系统进化

树　 对静宁鸡 ＰＰＡＲα 核苷酸序列和其他从 ＮＣＢＩ
下载的 ＰＰＡＲα 核苷酸序列进行多序列比对ꎮ 经

ＢＬＡＳＴ 在线分析ꎬ与静宁鸡 ＰＰＡＲα 核苷酸序列同源

性高达 ９９％的为原鸡(Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓꎬＮＭ００１００１４６４.
１)ꎬ同源性高达 ９８％的分别为火鸡(Ｍｅｌｅａｇｒｉｓ ｇａｌｌｏ￣
ｐａｖｏꎬＸＭ＿０１０７１６０１６. ２) 和吐绶鸡 ( Ｎｕｍｉｄａ ｍｅｌｅａ￣
ｇｒｉｓꎬＸＭ＿０２１３９３２ ￣５６.１)ꎬ同源性高达 ９７％的为鹌鹑

(Ｃｏｔｕｒｎｉｘ ｊａｐｏｎｉｃａꎬＸＭ＿０１５８７０６３５.１)ꎬ同源性高达

９６％的分别为绿头鸭 ( Ａｎａｓ ｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｏｓꎬ ＸＭ ＿
０２１２７３６８７.１)、阿德利企鹅(Ｐｙｇｏｓｃｅｌｉｓ ａｄｅｌｉａｅꎬＸＭ ＿
００９３２３６４６.１)、卷羽鹈鹕 ( Ｐｅｌｅｃａｎｕｓ ｃｒｉｓｐｕｓꎬ ＸＭ ＿
００９４８４６９０. １)、 帝企鹅 ( Ａｐｔｅｎｏｄｙｔｅｓ ｆｏｒｓｔｅｒｉꎬ ＸＭ ＿
００９２８３５３５.２)、仓鸮(Ｔｙｔｏ ａｌｂａꎬＸＭ＿００９９６５２７０.１)、
鸿雁 ( Ａｎｓｅｒ ｃｙｇｎｏｉｄｅｓꎬ ＫＪ０１０７６５. １)、灰雁 ( Ａｎｓｅｒ
ａｎｓｅｒꎬＡＦ４８１７９７.１)、白尾鹲(Ｐｈａｅｔｈｏｎ ｌｅｐｔｕｒｕｓꎬＸＭ＿
０１０２９０６１０. １ )、 白 鹭 ( Ｅｇｒｅｔｔａ ｇａｅｔｔａｒｚꎬ ＸＭ ＿ ００９６
４８７９０.１)、灰冠鹤( Ｂａｌｅａｒｉｃａ ｒｅｇｕｌｏｒｕｍ ｇｉｂｂｅｒｉｃｅｐｓꎬ
ＸＭ＿ ０１０３００９４４. １)、 朱鹮 ( Ｎｉｐｐｏｎｉａ Ｎｉｐｐｏｎꎬ ＸＭ ＿
００９４６５０４５.１)和加拿大金雕(Ａｑｕｉｌａ ｃｈｒｙｓａｅｔｏｓ Ｃａｎａ￣
ｄｅｎｓｉｓꎬＸＭ ＿０１１５８３０４６. １)ꎮ 静宁鸡与原鸡相比ꎬ
ＰＰＡＲα 基因编码的氨基酸在 ９８ (亮氨酸 /谷氨酸)
和 １８６(脯氨酸 /亮氨酸)处发生突变ꎬ结果如图 ８ 所

示ꎮ 利用 ＭＥＧＡ ６.１０ 软件构建 ＮＪ 进化树ꎬ如图 ９
所示ꎮ 分析结果表明静宁鸡与原鸡ꎬ火鸡ꎬ吐绶鸡和

鹌鹑的 ＰＰＡＲα 基因亲缘关系较近ꎬ其中与原鸡的亲

缘关系最近ꎮ

３　 讨 论

ＰＰＡＲα 是脂肪酸氧化酶基因的主要转录调控

子ꎬ在调节脂质代谢平衡中起主要作用[１１]ꎮ 在本研

究中ꎬ基于 ＮＣＢＩ 公布的原鸡的 ＰＰＡＲα 基因的 ＣＤＳ
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ｈ:α￣螺旋ꎻｅ:β￣折叠ꎻｃ:无规则卷曲ꎮ
图 ６　 静宁鸡 ＰＰＡＲα蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ.６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰＰＡＲα ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｊｉｎｇｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ

图 ７　 静宁鸡 ＰＰＡＲα蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰＰＡＲα ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｊｉｎｇｎ￣
ｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ

序列ꎬ通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件设计特异性引物ꎬ从静宁

鸡肾脏中成功克隆了该基因的全长 ＣＤＳ 序列ꎮ 该

ＣＤＳ 序列全长１ ４０７ ｂｐꎬ所编码的蛋白质包含 ４６８
个氨基酸ꎮ 其分子量为５２ ３００ꎬ理论等电点为 ５􀆰 ８５ꎬ
分子式为 Ｃ２ ３０１Ｈ３ ６６１Ｎ６２５Ｏ６９８ Ｓ３２ꎬ组成的原子总数为

７ ３１７个ꎮ 马云等研究发现鸭 ＰＰＡＲα 基因的 ｃＤＮＡ
全长 １ ４３０ ｂｐꎬ最长开放阅读框为 １ ４０７ ｂｐꎬ共编码

４６８ 个氨基酸[１２]ꎮ 孟和等研究发现鹅 ＰＰＡＲα 基因

的 ｃＤＮＡ 序列长度为 １ ４０７ ｂｐ[１３]ꎮ 林森等从藏鸡肝

脏组织中成功克隆得到 ＰＰＡＲα 基因ꎬ该基因编码区

大小为 １ ４０４ ｂｐꎬ编码 ４６８ 个氨基酸[１４]ꎮ 因此本研

究结果与查阅的文献结果一致ꎬ说明已经成功克隆

出静宁鸡 ＰＰＡＲα 基因ꎮ
磷酸化是蛋白质最常见和最重要的一种蛋白翻

译后的修饰[１５]ꎬ并在许多生物反应中通过磷酸基团

的变化ꎬ即添加或去除ꎬ发挥着“开关”作用[１６]ꎮ 糖

基化具有调节蛋白质功能的作用ꎬ例如改善凝胶性

和水合性等[１７]ꎮ 本研究中ꎬ静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白为

亲水性蛋白质ꎬ且不存在跨膜区域ꎬ不包含信号肽ꎬ
没有 Ｎ￣糖基化位点ꎬ但存在 １６ 个 Ｏ￣糖基化位点ꎬ存
在 ２５ 个丝氨酸 ( Ｓｅｒ) 磷酸化位点、 １２ 个苏氨酸

(Ｔｈｒ)磷酸化位点和 ６ 个酪氨酸(Ｔｙｒ)磷酸化位点ꎬ
静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白主要位于细胞质中ꎮ 据报道ꎬ
ＰＰＡＲα 通过锌指结构域与视黄酸受体形成异源二

聚体ꎬ然后与配体结合区(ＨＯＬＩ)连接ꎮ 配体激活后

的异源二聚体与靶基因启动子上的 ＰＰＡＲα 反应元

件结合以激活靶基因活化ꎬ调节转录表达ꎬ然后调节

脂类的氧化[１８￣１９]ꎮ 本研究中ꎬ利用在线分析软件预

测结果显示静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白在第１００~ １６８ 个氨

基酸之间有 １ 个 ＺｎＦ＿Ｃ４ 结构域ꎬ在第２６４~ ４４９ 个

氨基酸之间有 １ 个 ＨＯＬＩ 结构域ꎬ与查阅的文献结

果[１４]一致ꎮ
在静宁鸡 ＰＰＡＲα 蛋白的二级和三级结构中ꎬα￣

螺旋和无规则卷曲是其主要的结构形式ꎬβ￣折叠占

比相对较少ꎮ 多系列比对分析及系统进化树结果表
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图 ８　 静宁鸡与原鸡 ＰＰＡＲα蛋白氨基酸序列对比

Ｆｉｇ.８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＰＡＲα ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｊｉｎｇｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ ａｎｄ Ｇｕｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ

图 ９　 静宁鸡 ＰＰＡＲα基因编码的蛋白质氨基酸序列系统进化树

Ｆｉｇ.９　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰＰＡＲα ｇｅｎｅ ｉｎ Ｊｉｎｇｎｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ

明ꎬ静宁鸡 ＰＰＡＲα 基因与原鸡ꎬ火鸡ꎬ吐绶鸡和鹌鹑

的 ＰＰＡＲα 基因亲缘关系较近ꎬ其中与原鸡的亲缘关

系最近ꎮ
家禽 ＰＰＡＲα 基因调节脂肪代谢ꎬ影响家禽脂肪

的沉积ꎬ从而影响腹脂率和胴体品质[２]ꎮ 因此ꎬ静
宁鸡 ＰＰＡＲα 基因的成功克隆和功能预测为进一步

研究 ＰＰＡＲα 基因在静宁鸡脂代谢中的作用和揭示

ＰＰＡＲα 基因功能提供了基础ꎬ为低脂高质量鸡育种

提供基础研究资料ꎮ
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